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NK-T cells are expanded in cancer patients.
Dubska L., Frgala T., Valík D.
Masaryk Memorial Cancer Institute, Brno, Czech Republic, dubska@mou.cz

NK-T cells are unusual lymphocytes coexpressing some NK markers and possessing the self-reactivity and capacity to sec-

rete quantities of cytokines implicating their importance in anti-tumour immunity. However, it is not clear whether NK-T cells

enhance anti-tumor response via TH1 pro-inflammatory cytokines production or rather suppress the anti-tumor response by sec-

retion of TH2 cytokines.

We aimed to investigate whether the correlation between cancer-state and number of NK-T cells exists and to specify the

expression pattern of some antigens which could be associated with division into functional subsets. For this purpose, peripheral

lymphocytes from more than 200 solid cancer patients in different state of disease and a control group of non-cancer adults were

immunophenotyped by flow cytometry and the relative and absolute numbers of NK-T cells were assessed. Cancer patients were

divided to one of three groups determined by /i/ new diagnosis /ii/ disseminated disease and /iii/ diseases-free remission, and sta-

tistical analysis of NK-T cell numbers with respect to these groups was performed.

Our data show the significant (p<0.01) increase of NK-T cells in patients with active malignancy (newly diagnosed and more

profound in disseminated disease) compare to NK-T cells levels in non-cancer patients and patients in remission. We show case

reports demonstrating gradual decrease of NK-T cells after initiation of anti-tumour therapy and increase of these lymphocytes

during progression of disease. Concerning the immunophenotype, majority of NK-T cells was CD3+CD16-CD56+ and CD8 pre-

dominated CD4 expression. This work demonstrates that NK-T cells are expanded in solid cancer patients.
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SoubûÏná kvantifikace 10 Th1/Th2 cytokinÛ pomocí prÛtokové cytometrie:
onkologick˘ náhled a technická zpráva.
Dubská L., Baãíková, L., Valík D.
Oddûlení laboratorní medicíny, MOÚ Brno, dubska@mou.cz

Vyzrálé T-lymfocyty diferencují pod vlivem urãit˘ch faktorÛ ve‰ funkãnû odli‰né subsety, které se li‰í produkcí rozdíln˘ch

spekter cytokinÛ. V̆ chozí populace naivních T-lymfocytÛ se oznaãuje Th0, které mohou diferencovat, zpravidla pod dlouhodo-

bûj‰ím vlivem mikrobiálních antigenÛ, do Th1 subsetu; po stimulaci nebakteriálních a nevirov˘ch antigenÛ (ãasto enviromentál-

ního pÛvodu napfi. alergenÛ) do bunûk Th2 subsetu a koneãnû mohou diferencovat do Th3 subsetu. Mimo specifickou antigenní

stimulaci je pro vyzrávání Th0 bunûk urãující cytokinové prostfiedí. Lymfocyty Th1 subsetu hrají úlohu pfiedev‰ím v bunûãné

cytotoxicitû, pro jejich vyzrávání je nezbytná pfiítomnost IL-12, IL-18, IL-1, a IFNγ, a v˘sledkem je pak produkce cytotoxick˘ch

mediátorÛ jako je IFNγ, IL-2 a TNF. Th2 lymfocyty hrají úlohu pfii regulaci tvorby protilátek, pro vyzrávání do tohoto subsetu je

nezbytná pfiítomnost IL-13 a IL-4. Th2 buÀky pak produkují IL-4 (produkce protilátek), IL-5 (diferenciace eozinofilÛ), G-CSF(dife-

renciace granulocytÛ), IL-6 (hepatocytární produkce bílkovin akutní fáze) a také IL-2. Th3 buÀky mají regulaãní úlohu protizá-

nûtlivého aÏ imunosupresivního charakteru tlumící aktivitu Th1 bunûk produkcí IL-10 a TGFβ.

Práce t˘kající se Th1/Th2 imunitní odpovûdi v onkologické problematice poskytují více otázek neÏ odpovûdí; Th1/Th2 pomûr

se ãasto hodnotí jako pomûr mezi CD4+ lymfocyty exprimujícími IFNγ a IL-4. Takto zji‰tûn˘ zv˘‰en˘ Th1/Th2 pomûr byl demon-

strován jako negativní prognostick˘ faktor u pacientÛ s rakovinou plic. Naopak posun k proti-zánûtlivé/imunosupresivní sloÏce

imunitní odpovûdi podle jiné studie pfiispívá k progresi metastáz hepatocelulárního karcinomu a sníÏení poãtu Th1 lymfocytÛ a

Th1 cytokinÛ bylo také zachyceno u pacientÛ s kolorektálním karcinomem, pfiiãemÏ s progresí nemoci se redukce Th1 sloÏky

imunitní reakce prohlubovala. Proti-zánûtlivá aÏ imunosupresivní sloÏka v podobû zv˘‰ené exprese IL-10 je spojována s rÛzn˘-

mi maligními onemocnûními jako je maligní melanom, karcinom ledvin a kolorektální karcinom, a je popisována jako negativ-

ní prognostick˘ faktor odpovûdi na léãbu, i kdyÏ existují práce oznaãující IL-10 za supresor nádorového rÛstu a metastáz.

Jeden z pfiístupÛ jak vy‰etfiovat rovnováhu mezi Th1 a Th2 sloÏkami imunitní odpovûdi je multiplexové stanovení cytokinÛ

ve vzorcích tûlních tekutin imunoanal˘zou pomocí prÛtokové cytometrie. Pro na‰e úãely jsme pouÏili systém FlowCytomix Mul-

tiplex human Th1/Th2 Kit II (Bender MedSystems), kter˘ umoÏÀuje soubûÏnou (v jedné zkumavce) detekci 10 cytokinÛ (IFNγ,

IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, TNFα, IL-12p70). Principem testu je interakce cytokinu s protilátkou navázanou na

mikrosféru (kuliãku) o urãité fluorescenci. Hladina cytokinu je pak stanovena jeho interakcí s biotinylovanou protilátkou, která

je dále znaãena streptavidinem-PE. V systému je tedy 10 rÛzn˘ch typÛ kuliãek tj. 2 velikostí 5 rÛzn˘ch fluorescencí, které nein-

terferují s fluorescencí PE. Hladina jednotliv˘ch cytokinÛ se odeãítá z kalibraãní kfiivky pro pfiíslu‰n˘ analyt.

Z technického hlediska jsme v první fázi zji‰Èovali vhodnost rÛzn˘ch biologick˘ch materiálÛ pro stanovení, detekãní rozme-

zí a variabilitu mezi jednotliv˘mi mûfieními. Porovnání periferní krve, séra a plazmy (Li-Heparin) ukázalo 1/ jednoznaãnû nej-

niÏ‰í v˘tûÏek v pfiípadû séra, 2/ variabilní v˘tûÏek pro jednotlivé analyty pfii srovnání plazma s periferní krev. Dále jsme se zamû-

fiili na porovnání plazmy Li-Heparin a citrátové plazmy z hlediska reprodukovatelnosti signálu s mírnû lep‰ím v˘sledkem pro cit-
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rátovou plazmu. Detekãní rozmezí stanovené na souboru pacientek s karcinomem prsu v dobû pfied zahájením chemoterapie bylo

napfiíã paletou cytokinÛ 0.0 pg/ml – 38.0 ng/ml, pfiiãemÏ pouze IL-8 byl detekován u v‰ech pacientÛ a ostatní analyty vykazova-

ly v tomto souboru pacientÛ znaãnou variabilitu od nulov˘ch hodnot po desítky ng/ml. SoubûÏná kvantifikace cytokinÛ pomocí

prÛtokové cytometrie je moÏná v rÛzn˘ch biologick˘ch materiálech, kdy je ov‰em variabilní a patrnû v˘raznû ovlivnûná degra-

daãními procesy. Reprodukovatelnost v˘sledkÛ je pomûrnû dobrá na úrovni míry fluorescence, ale stanovení koncentrace nûkte-

r˘ch cytokinÛ má hor‰í reprodukovatelnost v závislosti na typu kalibraãní kfiivky.

Z hlediska studia protinádorové imunity si od multiplexov˘ zpÛsobu detekce slibujeme vytipování a sledování urãit˘ch cyto-

kiÛ v kontextu prÛbûhu onemocnûní (napfi. IL-10) a zhodnocení pomûru mezi Th1 a Th2 imunitní odpovûdí a zastoupením imu-

noregulaãních bunûãn˘ch subtypÛ hrajících patrnû úlohu v prÛbûhu onklogick˘ch onemocnûní, napfi. NK-T buÀky a regulaãní T-

lymfocyty.

Tato práce byla podpofiena V̆ zkumn˘m zámûrem grantem ã. MZ000209805.
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Regulaãní T-lymfocyty u pacientÛ s kolorektálním karcinomem 
a maligním melanomem: nová strategie detekce.
Dubská L., Pospí‰ilová E., Valík D.
Oddûlení laboratorní medicíny, MOÚ Brno, dubska@mou.cz

Regulaãní T-lymfocyty (T-reg) v˘znamnû ovlivÀují imunitní odpovûd organizmu a to pfiedev‰ím ve smyslu suprese imunitní

reakce pfiímou interakcí s regulovan˘mi imunitními buÀkami nebo prostfiednictvím produkce cytokinÛ. (Regulaãní lymfocyty se

do znaãné míry pfiekr˘vá se Th3 subsetem produkujícím IL-10 a TGF-β.) T-regulaãní lymfocyty tak brání hypersenzitivní a auto-

imunitní reakce a hrají v˘znamnou úlohu v ukonãení imunitní odpovûdi po antigenní stimulaci. Negativním pÛsobením T-reg

lymfocytÛ je suprese imunitní reakce na infekci (infekãní tolerance) a protinádorové imunity. Zv˘‰en˘ poãet T-reg lymfocytÛ byl

v poslední dobû popsán u pacientÛ s rÛzn˘mi onkologick˘mi diagnózami. Nicménû zÛstává nejasné, zda zv˘‰ené zastoupení tûch-

to bunûk mÛÏe slouÏit jako prediktivní faktor protinádorové imunitní reakce ãi dokonce progrese onemocnûní. Otázkou také cha-

rakteristika tûchto bunûk, která by umoÏÀovala jejich rutinní detekci jak v periferní krvi tak v nádorové tkáni. T-reg lymfocyty

jsou tradiãnû definovány jako CD4+ CD25+ (IL-2R) lymfocyty s expresí transkripãního faktoru FoxP3, coÏ pfiiná‰í nev˘hodu

kombinace povrchové a intracelulárního znaãení pfii detekci tûchto bunûk. Pro rutinní detekci a funkãní studie vyÏadující purifi-

kaci tûchto bunûk se v poslední dobû vyskytla moÏnost vyuÏití markeru CD127, coÏ je receptor pro IL-7, jehoÏ exprese je potla-

ãena na T-reg lymfocytech.
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